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Beschreibung 

Die vorliegende Erfmdung bezieht sich auf die 
Molekularbioiogie und Biotechnologie, insbesonde- 
re betrifft sie Verfahren zur praparativen Genex- 
pression in einem zellfreien System konjugierter 
Transkripti on/Translation. Bekanntlich sind Peptide 
oder Eiweifle Expressionsprodukte der Gene. Die 
genannten Stoffe werden umfassend in der Medizin 
als Bioregulatoren von biologischen Prozesse, ais 
Heilmittel sowie als Diagnosesystemo eingesetzt. 
Beispielsweise, sind Peptid-Aktivatoren des Immun- 
systems, Peptid-Stimulatoren des Salzstoffwech- 
sals, EiweiSe, die den Gehalt des Blutes an Zucker 
regulieren, und anderes mehr bekannt. Bekannt ist 
die Verwendung von Polypeptiden in der Landwirt- 
schaft als Biostimulatoren, beispielweise Wachs- 
tumshormone. 

Bekannt ist ein Verfahren zur praparativen Ex- 
pression des genetischen Materials der Zelle nach 
der Methode der Gentechnik, das in dom Eindrin- 
gen der fremden DNS, deren genetischas Material 
mit dem Apparat der Wirt-Zelle exprimiert wird, in 
die lebende Zelle beruht. Diese Methode findet 
breite Anwendung bei der groBtechnischen EiweiB- 
produktion. Die Anwendungsmoglichkeiten dieses 
Verfahrens sind jedoch begrenzt, da die Isolierung 
der Expressionsprodukte des Gens, aufgrund der 
Letalitat einiger Endprodukte fur die Wtrt-Zelle und 
der proteolytischen Degradation oder Aggregation 
des Exressionsproduktes eines fremden Gens, 
kompliziert ist. Der letzte Umstand ruft besondere 
Schwierigkeiten bei der Aussonderung der Poly- 
peptide mit einer Lange von 15 bis 70 Aminosaure- 
resten oder bei der Herstellung von EiweifJen mit 
kUnstlich abgeSnderter Aminosaure-Sequenz her- 
vor. 

Aus dem Obendargelegten geht hervor, dafl es 
die Methode der Gentechnik nicht moglich macht, 
die praparative Expression befiebigor Geno zu be- 
wirken. 

Es ist aufierdem noch ein Verfahren zur Ex- 
pression von Genen bekannt, das auf der Ausnut- 
zung eines zellfreien Systems der konjugierten 
Transkripti on/Translation beruht. 

Diese Methode beruht auf der Ausnutzung der 
Zellextrakte, in denen DNS-Molekeln verwendet 
werden. In solch einem System erfolgt die Vermeh- 
rung der mRNS nach den DNS-Molekeln und de- 
ren anschlieflende Translation. Die zellfreien Syste- 
me der konjugierten Transkription/Translation sind 
zellspezifisch begrenzt und bewirken die Expres- 
sion praktisch jedes beliebigen Gens in Form von 
erforderlichenfalls konstruierten DNS-Molekel. 

Die Wirksamkeit solcher Verfahren ist sehr 
niedrig. Die Arbeitsdauer solch eines Systems be- 
tragt zwischen 20 und 60 Minuten. Die Menge des 
synthetisierten Polypeptids ijborstoigt einen Wert 
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von 3-10 pmoi pro 1 ml Inkubationsgemisch nicht. 
Bokannt ist, beispielsweise, om Verfahren ^ur Gen- 
expression in einem zellfreien System der konju- 
gierten Transkription/Translation { Gene Vol. 6 
5 1979, p.p. 29-42). 

100ul zellfreies System der konjugierten Trans- 
kription/Translation enthalt gemaG diesem bekann- 
ten Verfahren: 

25 ul Extrakt S30, 5 ng DNS-Molekel, 19ug tRNS, 

jo 1,7 mM ATP, je 1 mM GTP, CTP, und UTP, 88 uM 
cAMP, 0,5 UQ Folsaure, 37 mM Phosphoenolpyru- 
vat, 2,6% Polyethylenglykol-6000, 88 uM [ 35 S]- 
Methionin, je 480 uM der ubrigen 19 Aminosauren 
in einem Puffer der folgenden Zusammensetzung: 

15 77 mM Tns-Acetat, pH=8,2, 13 mM Magnesi- 

umacetat, 13 mM Calciumacetat, 100 mM Kalium- 
acetat, 50 mM Ammoniumacetat, 2,4 mM DTT. 

Man fUhrt die Genexpression bei einer Tempe- 
ratur von 37 *C durch. Bei der Synthese werden in 

20 dem System Expressionsprodukte der Geno ge- 
speichert, die ein Endprodukt in Form eines Poly- 
peptids, Zerfallsprodukte in Form von AMP, ADP, 
GDP, CDP, UDP, Pyrophosphaten, anorganischen 
Phosphaten u.a. einschlieBen, die Inhibitoren des 

25 Systems der Genexpresion darstellen. Infolge der 
Inhibierung wird das System in 30-60 Minuten zum 
Stillstand gebracht. Die Menge des synthetisierten 
Polypeptids in 100ul solch eines Systems Uber- 
steigt 0,5-1 pmol nicht. 

30 Die Hauptursachen der kurzen Arbeitsdauer 

des zellfreien Systems der konjugierten Transkrip- 
tion/Translation bestehen in folgendem: 

1 . Das System enthalt eine begrenzte Anzahl 
von Substraten. Die Herabsetzung ihrer Konzen- 

35 tration fuhrt zur Inhibierung des jeweiligen Sy- 
stems. 

2. Die Zerfallsprodukte, die wahrend der Arbeits- 
dauer des Systems in Form von AMP, ADP, 
GDP, UDP, Pyrophosphaten und Phosphaten 

40 entstehen, sind Inhibitoren des Systems. 

3. Das Endprodukt kann auch das zellfreie Sy- 
stem der konjugierten Transkription/Translation 
inhibieren. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein 
45 Verfahren zur Expression von Genen, die in Form 
von DNS-Molekeln vorliegen, in einem zellfreien 
System konjugierter Transkription/Translation zu 
entwickeln, das es ermoglicht, Polypeptide in pra- 
parativen Mengen durch Stoigerung der Arbeits- 
50 dauer des Systems zu erhalten. 

Diese Aufgabe wird dadurch gelost, daB ein 
Verfahren zur praparativen Genexpression in einem 
zellfreien System konjugierter Transkrip- 
tionHTranslation zur Verfugung gestellt wird, das als 
55 Substrate Aminosauren, ATP, GTP, CTP und UTP 
enthalt, unter Verwendung der Gene in Form von 
DNS-Molekeln unter Bildung der Genexpressions- 
produkte, die Polypeptide, AMP, ADP, GDP, CDP, 
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UDP, Pyrophosphat und anorganisches Phasphat 
umfasson, im System. Bei dem erfindungsgoma- 
flen Verfahran warden wahrend der Arbeit des zeil- 
freien Systems der konjugierten Transkrip- 
tion/Translation, in dem Mafle, in dem die Substra- 
te unter Bildung der Produkte verbraucht werden. 
die Genexpressionsprodukte. die Polypeptide, 
AMP, ADP, GDP, CDP t Pyrophosphat und anorga- 
nisches Phosphat umfassen, aus dem System her- 
ausgefuhrt werden, gleichzeitig Substrate in Form 
von Aminosauren, ATP, GTP, CTP, UTP zur Erhal- 
tung ihrer Ausgangskonzentration in das System 
eingefuhrt. 

Als Expressionssystem der Gene kdnnen in 
dem erfindungsgemaOen Verfahren sowohl proka- 
ryotische als auch eukaryotische zellfreie Systeme 
der konjugierten Transkription/Translation verwen- 
det werden. In dem erfindungsgemaBen Verfahren 
werden die Verhaltnisse der Komponenten im Re- 
aktionsgemisch, die lonen- und Temperaturbedin- 
gungen der Synthesefuhrung angewendet, die fur 
das gewahlte System optimal sind. Der Bereich 
diesar Bedingungen ist breit und wird durch die 
Eigenschaften der Organismen, aus denen das 
ze llf re j e System hergestellt ist, ermittelt . 

Das erfindungsgemaOe Verfahren zur praparati- 
ven Genexpression ist frei von den Begrenzungen 
der Methoden der Gentechnik und kann fur die 
Expression der Gene beliebiger Peptide und Eiwei- 
Go eingosetzt werden. Diese Eigenschaft ist fur die 
Erzietung der biologisch aktiven Peptide und Eiwei- 
6e mit kunstlich veranderter Aminosauresequenz 
von groBer Bedeutung. 

Das erfindungsgemaGe Verfahren gewahrleistet 
die Genexpression im zellfreien System der konju- 
gierten Transkription/Translation mit einer konstant 
hohen Geschwindigkeit innerhalb von 50 Stunden 
und daruber. Die Menge des Endproduktes betragt 
dabei zwischen 20 und 400 ug pro 1 ml Reaktions- 
gemisch wahrend einer Systemarbeitsdauer von 50 
bis 100 Stunden. Dies ermoglicht sine grofltechni- 
sche Produktion der Genexpressionsprodukte. 

Nachstehend wird die Erfindung an Hand des 
Ausfuhrungsbeispiels unter Bezugnahme auf die 
beigefugte Zeichnung erlautert, auf der die Abhan- 
gigkeit der Menge der synthetisierbaren Polypepti- 
de von der Synthesezeit graphisch dargestellt ist. 

Das Verfahren zur praparativen Genexpression 
im zellfreien System der konjugierten Transkrip- 
tion/Translation wird wie folgt durchgefuhrt. 

Man stellt aus den Prokaryoten- oder Eukaryo- 
tenzellen einen Extrakt her, der alia Komponenten 
des Transkriptions- und Translationsapparates ent- 
halt, aber frei von endogener mRNS und DNS ist. 
Man fUgt diesem Extrakt niedermolekulare Kompo- 
nenten der Transkription und Translation (Amino- 
sauren, ATP, GTP, UTP, CTP) sowie ein Gen in 
Form oiner DNS-Molckel hinzu. Man bringt das 




1 369 B1 4 

Reaktionsgcmisch in cinen Behalter ein, in dem 
dor Prozefl der konjugierten Transkrip- 
tion/Translation ablauft. Urn dem Prozefistillstand 
vorzubeugen werden aus dem Behalter uber eine 

5 semipermeable Membrane kontinuierlich Transkrip- 
tionsprodukte (anorganische Phosphate, ADP, 
GDP, CDP, UDP) und Translationsprodukte (syn- 
thetisiertes Polypeptid, AMP, GDP, anorganische 
Phosphate und Pyrophosphate) abgefuhrt. Gleich- 

70 zeitig werden in den Behalter Aminosauren, ATP, 
GTP, CTP und UTP gegeben, urn deren Ausgangs- 
konzentration zu erhalten. Das synthetisierte Poly- 
peptid wird an der Saule mit einen Sorptionsmittel 
und die Transkript;ons- und Translationsprodukte 

15 werden in einem Sonderbehalter fur deren an- 
schlieRende Regeneration gesammelt. 

Zum besseren Verstandnis der vorliegenden 
Erfindung wird folgendes konkretes Beispiel ange- 
fuhrt. 

20 Praparative Genexpression des Plasmids pUD 

18 in einem zellfreien System. 

Man stellt ein zellfreies Standardsystem der 
konjugierten Transkription/Translation her. Das 
Plasmid pUD 18 enthalt Gene der 0-Laktamase 
25 und Dihydrofolatreduktase. 

Losung (A) enthalt 55 mM Tris-Acetat (pH=8,2), 
11 mM MgAc 2 , 9,5 mM CaCl2, 76 mM KAc, 1,5 
mM DTT, 1,5% Polyethylenglykol-6000, 5 mM 
Phosphoenolpyruvat, 1,2 mM ATP, jeweils 0,8 mM 
30 GTP, CTP und UTP, 5 mg/ml Folsaure, 100 rM 
[ 3 H]-Leucin mit einer spezifischen Radioaktivitat 
von 230 mCi/mM und je 100 uM dor ubrigen 
Aminosauren. 

1 ml Reaktionsgemisch, hergestellt auf einem 
35 Puffer (A), enthalt 430 ul Extrakt S30, 150 ug 
Plasmid pUD 18 und 200 ug tRNS. 

Mit Hilfe des Standardsystems der konjugierten 
Transkription/Translation synthetisierte man wah- 
rend einer Inkubationszoit von 40 Minuten bei einer 
40 Temperatur von 37 *C (Piateauwert) je 6 pmo! 0- 
Laklamase und Dihydrofolatreduktase pro 1 ml ln- 
kubationgemisch. 

In einem parallel verlaufenden Experiment auf 
einer kontinuierlich arbeitenden Anlage gibt man zu 
45 1,0 ml Reaktionsgemisch eine L5sung (A) mit einer 
Geschwindigkeit von 3 ml/St oder 2 ml/St. Die 
Reaktionsprodukte werden aus dem Reaktionsge- 
misch mit derselben Geschwindigkeit uber eine 
Ultrafiltrationsmembran XM-100 der Firma "Ami- 
so kon", Holland, abgefuhrt. Die Kinotik der Genex- 
pression der 0-Laktamase und Dihydrofolatredukta- 
se in diesem System ist in der Zeichnung durch 
ein Diagramm dargestellt. in dem auf der Abszisse- 
nachse die Dauer t der Synthese (in Stunden) und 
55 auf der Ordinatenachse die Menge m des anfallen- 
den Produktes (in Mikrogramm) aufgetragen sind. 
Am Abschnitt 1 der kinetischen Kurve wird die 
Losung (A) mit einer Geschwindigkeit von 3 ml/St 
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und am Abschnitt 2 dor kinetischen Kurve wird die 
Lcsung (A) mit einer Geschwindigkeft von 2 ml/St 
zugefuhrt. Wie aus dem dargestellten Diagramm 
ersichtlich, hangt die Geschwindigkeit der Synthe- 
se von Polypeptiden von der Zufuhrungsgeschwin- 
digkeit der Losung (A) ab, nicht aber von der 
Arbeitsdauer des Systems ab. 

Nach einer Arbeitsdauer dieses Systems von 
50 Stunden synthetisiert man in 1 ml Reaktionsge- 
misch, je 4,1 nmof 0-Laktamase und Dihydrofola- 
treduktase. Das entspricht 212 ug an EiweiGen der 
0-Laktamase und Dihydrofolatroduktase. 

Auf diese Weise bewirkt das erfindungsgema- 
fle Verfahren eine praparative Genexpression im 
zellfreien System, wobei die Synthese des Produk- 
tes um mehr als das SOOfache gegenuber dem 
zellfreien Standardsystem der konjugierten Trans- 
kription/Translation gesteigert ist 

Das erfindungsgemaRe Verfahren zur praparati- 
ven Genexprossion im zellfreien System der konju- 
gierten Transkription/Translation kann in der Bio- 
technologie zur Herstellung von Polypeptiden ein- 
gesetzt warden. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur prSparativen Genexpression in 
einem zellfreien System der konjugierten 
TranskriptionATranslation, auf der Basis eines 
Extraktes aus Pro- oder Eukaryotenzellen, der 
alle Komponenten des Transkriptions- und 
Translationsapparates enthalt, aber frei von en- 
dogener mRNS und DNS ist. unter Verwen- 
dung der Gene in Form von DNS-Molekeln 
und unter Bildung der Genexpressionsproduk- 
te, die Polypeptide, AMP, ADP, GDP, CDP, 
UDP, Pyrophosphat und anorganisches 
Phosphat umfassen, im System, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl warend der Arbeitsdauer 
des zellfreien Systems der konjugierten Trans- 
kription/Translation in dem Mafie, in dem die 
Substrate unter Bildung der Produkte ver- 
braucht werden, die Genexpressionsprodukte, 
die Polypeptide, AMP, ADP, GDP, CDP, UDP, 
Pyrophosphat und anorganisches Phosphat 
umfassen, aus dem System Uber eine Ultrafil- 
trationsmembrane abgefUhrt werden und 
gleichzeitig Substrate in Form von Aminosau- 
ren, ATP, GTP, CTP, UTP zur Aufrochterhal- 
tung ihrer Ausgangskonzentrationen dem Sy- 
stem zugefuhrt werden. 



all tho components of tho transcription and 
translation apparatus but is free from en- 
dogenic mRNA and DNA, using the gene in 
the form of DNA molecules and forming the 

5 gene expression products, which comprise 

polypeptides, AMP, ADP, GDP, CDP, UDP, 
pyrophosphate and inorganic phosphate, in the 
system, characterised in that during the work- 
ing duration of the cell-free system of con- 

io jugated transcription/translation to the extent 

that the substrates are used up in forming the 
products, the gene expression products, which 
comprise polypeptides, AMP, ADP, GDP, CDP, 
UDP, pyrophosphate and inorganic phosphate, 
are removed from the system by way of an 
ultra filtration membrane and at the same time 
substrates in the form of amino acids, ATP, 
GTP, CTP, UTP, are fed into the system in 
order to maintain their initial concentrations. 

20 

Revendications 

1. Procede* d'expression operatoire de genes 
dans un systeme de translation/transcription 

25 conjuguee exempt de cellules, sur la base d'un 

extrait de cellules de pro- ou d'eucaryotes, qui 
contient tous les composants de I'appareil de 
transcription ou de translation, mais est 
exempt d'acide m-rtbonucletque endogene et 

30 d'ADN, en utilisant les genes sous la forme de 

molecules d'ADN et en formant des produits 
d'expression de genes qui englobent peptides, 
AMP, ADP, GDP, CDP, UDP, pyrophosphate et 
phosphate inorganique, dans le systeme, ca- 

35 ractirisd en ce que, pendant la duree de 

travail du systeme de translation/transcription 
conjuguee exempt de cellules, dans la meme 
mesure selon laquelle les substrats sont 
consommes par formation des produits, les 

40 produits d'expression de genes, qui englobent 

peptides, AMP, ADP, GDP, CDP, UDP, pyro- 
phosphate et phosphate inorganique, sont eva- 
cues du systeme par Tintermediaire d'une 
membrane d'ultra-filtration et, en meme temps, 

45 des substrats sous la forme d'acides amines, 

ATP, GTP, CTP, UTP, sont introduits dans le 
systeme pour maintenir leur concentration de 
depart. 



Claims 



1. Process for preparative gene expression in a 
cell-free system of conjugated transcrip- 
tion/translation on the basis of an extract from 
prokaryoto or eukaryoto cells, which contains 
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